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RESUMEN
Se están estudiando diversas series de compuestos con estructura de pirazi-
no[2,1-b]isoquinolina y 6,15-iminoisoquino[3,2-b]-3-benzazocina tomando como
modelos productos naturales de origen marino con actividad antitumoral. Hasta el
momento se han desarrollado diversas estrategias de síntesis, y se ha evaluado la
citotoxicidad in vitro de estos compuestos frente a tres líneas celulares de cáncer
humano. El paso clave para su obtención se basa fundamentalmente en la síntesis
de pirazinoisoquinolina-1,4-dionas por un procedimiento «one-pot» N-alquilación-
ciclación de 3-arilmetilpiperazina-2,5-dioxosilillactimas con dimetil acetales de di-
versos aldehídos, utilizándose también otras reacciones de α-amidoalquilación y
ciclación intramolecular tipo Pictet-Spengler. Se han obtenido diversas pirazi-
no[2,1-b]isoquinolinas, pirazino[2,1,6-bc]isoquinolinas, 6,15-iminoisoquino[3,2-b]-
3-benzazocinas y otros compuestos octacíclicos más complejos, y se están derivan-
do en algunos casos a precursores de especies iminio alquilantes. La actividad
citotóxica micromolar y submicromolar que se ha encontrado hasta el momento
parece no depender de su capacidad para generar intermedios que permitan el
enlace covalente con el ADN.
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SUMMARY
Synthesis of new antitumour agents through structure manipulation of
natural models of marine origin
Several series of pyrazino[2,1-b]isoquinoline and 6,15-iminoisoquino[3,2-b]-3-
benzazocine compounds related to marine antitumour natural products are being
synthesized and their in vitro cytotoxic activities are being evaluated against three
human cancer cell lines. The key synthetic step is based on the synthesis of pyra-
zinoisoquinoline-1,4-diones by the one-pot N-alkylation-cyclization of 3-arylme-
thylpiperazine-2,5-dioxosilyllactims with aldehyde dimethyl acetals or through
different α-amidoalkylation reactions and intramolecular cyclizations of Pictet-
Spengler type. Pyrazino[2,1-b]isoquinolines, pyrazino[2,1,6-bc]isoquinolines, 6,15-
iminoisoquino[3,2-b]-3-benzazocines and other more complex octacyclic com-
pounds have been obtained and derived in some cases to precursors of alkylating
iminium ion species. The micromolar an submicromolar cytotoxic activity found
up to date is apparently uninfluenced by the ability to generate intermediates
which would permit covalent bonding to DNA.
Key words: synthesis, cytotoxicity, natural products, pyrazinoisoquinolines.
INTRODUCCIÓN
La química combinatoria ha permitido desde hace unos 25 años
la optimización de muchos compuestos activos naturales o de sínte-
sis que finalmente se han introducido en la terapéutica, pero no ha
dado lugar hasta el momento a ningún fármaco de novo, por lo que
las expectativas que había creado esta técnica se han limitado mu-
cho. Por contraposición, la antigua estrategia basada en la utiliza-
ción de productos naturales como fuente de inspiración para la crea-
ción de nuevos fármacos, continúa estando de actualidad. Por
ejemplo, en el período de 1981 a 2002, de 74 fármacos sintéticos
desarrollados para el tratamiento de la hipertensión, 48 mimetizan
de una u otra manera a compuestos naturales, y 7 de cada 10 fár-
macos antimigraña mimetizan a la serotonina. Las cifras son par-
ticularmente relevantes en las enfermedades infecciosas y en el cán-
cer. En este último caso, aún dejando aparte productos biológicos
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como los anticuerpos monoclonales o los interferones que se aíslan
de un organismo o línea celular o se producen por biotecnología,
el 74% de los nuevos anticancerosos son productos naturales o
compuestos basados en ellos, ya que los mimetizan de una u otra
forma (1-3).
Los compuestos naturales que demuestran una actividad biológi-
ca útil se usan muy pocas veces como fármacos. La digoxina, la
morfina y, más recientemente, la trabectedina, son algunos de los
pocos ejemplos en los que la estructura del compuesto natural no se
ha manipulado, siendo mucho más habitual que ésta se modifique
por semisíntesis o por síntesis total. La actividad del producto natu-
ral que se mimetiza suele encontrarse por cribado al azar, y la
manipulación de su estructura suele perseguir el hallazgo de molé-
culas más sencillas que contengan el «grupo farmacóforo», principal
responsable de la actividad biológica, o la síntesis de análogos con
mejores propiedades farmacocinéticas. Esta aproximación permite
además desarrollar metodologías sintéticas para lograr un más fácil
acceso y fabricación de los compuestos objeto de estudio.
Entre los productos de origen marino es frecuente encontrar
compuestos citotóxicos, que aparentemente son utilizados por los
organismos que los producen como mecanismos de defensa. El he-
cho de tener estructuras novedosas garantiza su patentabilidad y los
hace más atractivos para ser desarrollados por las industrias farma-
céuticas (4, 5).
Desde 1990 nuestro grupo de trabajo ha estado implicado en
diversos proyectos de investigación dirigidos a la búsqueda de com-
puestos activos en la quimioterapia del cáncer mediante la síntesis
de análogos de compuestos naturales. Hemos estudiado quinonas y
quinoniminas heterocíclicas antitumorales utilizando como modelos
la diazaquinomicina A y alcaloides marinos que contienen el sistema
pirido[2,3,4-kl]acridin-4-ona o poseen estructuras relacionadas. Tam-
bién hemos trabajado en la búsqueda de reversores de la multirre-
sistencia a fármacos antitumorales mediante la síntesis de análogos
del compuesto natural triptófano-dehidrobutirina-dicetopiperazina
(TDD), las triprostatinas A y B, la gliantripina, la fumiquinazolina F,
la fiscalina B, la N-acetilardeemina y la welwistatina (N-metilwet-
witindolinona C). Para no hacer demasiado extensa esta revisión,
CARMEN AVENDAÑO ANAL. REAL ACAD. NAC. FARM.
1082
sólo se han incluido en la bibliografía de entre todas las publicacio-
nes derivadas de estos proyectos algunas revisiones que incluyen
nuestros resultados (6-8), así como las patentes a que dieron lugar
debido al interés mostrado por las empresas PharmaMar S.A y La-
boratorios BioMar S. A. (9-13).
Actualmente, una de nuestras líneas de trabajo se dirige a la
síntesis y estudio como antitumorales de análogos de alcaloides te-
trahidroisoquinolínicos de origen marino, producidos especialmente
por microorganismos o tunicados. Algunos de éstos se representan
en las Figuras 1 y 2 (14).
FIGURA 1. Microorganismos y organismos productores de saframicinas y
jorumicina.
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FIGURA 2. Organismos productores de renieramicina M y trabectedina.
Dentro de estos compuestos el más estudiado es la trabectedina
(ecteinascidina-743), que se desarrolla por la empresa madrileña
PharmaMar en colaboración con Johnson & Johnson y cuya comer-
cialización ha sido aprobada recientemente en Europa para el trata-
miento del sarcoma de tejido blando con el nombre Yondelis®. Pre-
viamente, recibió la designación de fármaco huérfano para el
tratamiento de cáncer de ovario (Europa, 2003; Estados Unidos,
2005) (15). A pesar del éxito de la trabectedina, esta molécula pre-
senta limitaciones ya que, aunque se ha resuelto el acceso a este
compuesto por vía semisintética, el proceso químico es muy laborio-
so debido a la complejidad de su estructura (16). Por ello, sigue
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siendo de interés la búsqueda de análogos más sencillos que man-
tengan la actividad.
Otro producto natural de origen marino que consideramos muy
interesante como cabeza de serie es la cribrostatina-4, que a pesar de
su potente actividad en células de melanoma y cáncer de pulmón, ha
sido mucho menos estudiado y posee un mecanismo de acción des-
conocido (17). Cabe esperar que, a diferencia de los compuestos que
por poseer un grupo ciano e hidroxi en el anillo C como ocurre en
la trabectedina, son capaces de generar in vivo especies de iminio
electrófilas, no se comporte como un agente alquilante del surco
menor del ADN por no tener la posibilidad de generar cationes
iminio, ya que la función que contiene el anillo C es una lactama.
También hemos fijado nuestra atención en la quinocarcina, que
tiene la particularidad de dañar al ADN por dos mecanismos com-
plementarios: la alquilación a través de la formación de cationes
iminio a partir de su fragmento de hemiaminal contenido en el anillo
de oxazolidina (E),y la generación de radicales superóxido por me-
dio de un proceso de dismutación de dicho anillo (18) (Figura 3).
FIGURA 3. Algunos de los compuestos naturales de origen marino utilizados
como prototipo. Mecanismo propuesto para la alquilación de residuos de guani-
na que produce la trabectedina en el surco menor de ADN.
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Se están preparando varias familias de análogos simplificados de
éstos y otros compuestos cabeza de serie, con objeto de contribuir
al establecimiento de relaciones estructura-actividad, siendo otro de
los objetivos la simplificación de las moléculas prototipo con la fina-
lidad de encontrar compuestos bioactivos con una mejor accesibili-
dad sintética que los productos naturales.
La actividad citotóxica in vitro de los compuestos sintetizados se
estudia en varias líneas de tumores sólidos, en colaboración con los
laboratorios PharmaMar y se han iniciado diversos estudios con la
ayuda de otros colaboradores externos para esclarecer cuáles son
sus dianas y postular sus mecanismos de acción.
RESULTADOS
Iniciamos el proyecto poniendo a punto una nueva estrategia
sintética que hasta ahora ha demostrado gran versatilidad y muy
buen rendimiento para obtener trans y cis derivados de tetrahidro-
pirazino[1,2-b]isoqinolina-1,4-dionas, que son compuestos tricíclicos
que contienen los anillos A-C de los antibióticos citotóxicos citados
(19-21) y (23). Esta estrategia permite una gran versatilidad de los
sustituyentes de anillo A, partiendo de aldehídos aromáticos conve-
nientemente sustituidos, y del anillo B, utilizando acetales de dife-
rentes aldehídos. También se está desarrollando una metodología
sintética que parte del sistema tricíclico constituído por los anillos
C-E (22) y (24). Según nuestros resultados, los sistemas tricíclicos
anteriormente comentados no sólo son precursores de los compues-
tos modelo, en los que se puede introducir una gran variedad estruc-
tural, sino que posibilitan además el hallazgo de estructuras más
simples que retengan la actividad citotóxica.
El estudio in vitro de los primeros análogos de los antitumorales
tetrahidroisoquinolínicos que se obtuvieron, entre los cuales los
compuestos 1-8 se mencionan como ejemplos representativos, se
realizó frente a las líneas celulares HT-29 (adenocarcinoma colorec-
tal humano- ATCC # HTB-38), MDA-MB 231 (adenocarcinoma de
mama humano- ATCC # HTB-26), y A-549 (carcinoma de pulmón
humano- ATCC # CCL-185). Muchos de estos compuestos se sinteti-
zaron utilizando el dimetil acetal de N-ftalimidoacetaldehído a fin de
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mimetizar la cadena de la ftalascidina, un compuesto de síntesis que
mantiene prácticamente la citotoxicidad de la trabectedina (25). Este
estudio reveló que varios de los compuestos obtenidos poseen valo-
res GI50 («Growth Inhibition»: concentración que produce el 50% de
inhibición de crecimiento) en el rango μM, siendo el aspecto más
interesante el hecho de que sean activos tanto los compuestos capa-
ces de generar especies de alquilantes de ADN por dar lugar fácil-
mente a especies de iminio (compuestos 1 y 8), como otros que no
tienen esa propiedad (compuestos 2-7) (26) (Figura 4).
Este descubrimiento es relevante porque indica la posibilidad de
lograr actividad antitumoral en análogos de trabectedina a través de
mecanismos diferentes de los conocidos hasta la fecha, aspecto que
está estudiando actualmente la Dra. Rosario Perona, del Departa-
mento de Biología Molecular y Celular del Cáncer, en el Instituto de
Investigaciones Biomédicas «Alberto Sols».
También se están estudiando derivados simplificados que contie-
nen el fragmento ABC y carecen de los anillos D y E, habiéndose
FIGURA 4. Compuestos representativos estudiados inicialmente.
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comprobado que, aparentemente, estos dos anillos no son impres-
cindibles para la actividad citotóxica. Por ejemplo, el compuesto 9,
también derivado del dimetil acetal del N-ftalimidoacetaldehído (Fi-
gura 5), ha resultado poseer una citotoxicidad semejante a la de
otros análogos previamente estudiados que poseían los anillos D y E.
En la síntesis de esta serie de compuestos se ha pretendido extender
el uso de los iones iminio, para lo cual se ha aplicado la reducción
iónica a la función lactama en C(1), siendo ésta la primera vez que
se utiliza esta reacción en derivados de piperazinadiona.
FIGURA 5. Ejemplos de compuestos tricícliclos que poseen un sustituyente
derivado de ftalimida.
La transformación de la función carbamato para dar los corres-
pondientes N-metilderivados ha dado lugar a varios derivados, entre
los que destacamos por su citotoxicidad el compuesto 10 (27) (Figu-
ra 6).
También se está estudiando la actividad antitumoral de sistemas
tricíclicos con distintos sustituyentes en la posición C-6, especial-
mente aciloximetilo y acilaminometilo, habiéndose desarrollado la
síntesis diastereoselectiva de uno de sus precursores: el benciloxime-
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til derivado 11. A través de la manipulación reductora sistemática de
sus dos funciones lactama, este compuesto ha dado lugar a un amplio
espectro de estructuras: 1-hidroxy-2-alcoxycarbonil derivados, C(4)-
monolactamas, derivados de 4,6-epoximetano y C(4)-carbonitrilos.
Los derivados de 4,6-epoximetano son compuestos tetracíclicos que
poseeen el esqueleto de quinocarcina. En todos ellos la cadena late-
ral en C(6) y el sustituyente en N(2) se ha podido modificar con
facilidad (28) y (29) (Figura 7).
FIGURA 6. Otros compuestos tricícliclos que poseen un sustituyente derivado
de ftalimida.
FIGURA 7. Compuestos tricícliclos y tetracíclicos obtenidos a partir del
benciloximetil derivado 11.
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La actividad citotóxica de alguno de estos compuestos, también
carentes de los anillos D, E presentes en los compuestos naturales y
de síntesis de referencia, es muy interesante, habiéndose encontrado
compuestos con valores de GI50 del orden submicromolar (10
-7 M)
(29). Esta actividad se intentará optimizar mediante modificaciones
estructurales hasta llegar a valores de GI50 del orden 10
-8 ó, si es
posible, 10-9 M.
Otra aproximación sintética para la obtención de análogos de
estos productos naturales se basa en la reducción selectiva de uno de
los dobles enlaces de estructuras tipo 12 seguida de activación y
ciclación a 13. Estos compuestos contienen los anillos C-E y pos-
teriormente han servido como precursores de los sistemas penta-
cíclicos (Figura 8). Algunos de ellos han mostrado también valores
GI50 frente a distintas líneas celulares de tumores sólidos del orden
μM (30).
Por otra parte, dado el interés de los α-oxopeptidomiméticos,
como el compuesto 15 (Figura 9), y en particular de los derivados
del ácido indol-2-carboxílico 16, cuyas estructuras están presentes
en compuestos con actividad biológica tales como algunos inhibido-
res de transcriptasa inversa (31) o agentes antitumorales (32), hemos
desarrollado un nuevo método de síntesis a través de la alcoholisis
de los compuestos 14, que son nuestros precursores en la síntesis los
sistemas de tetrahidropirazino[1,2-b]isoqinolina-1,4-diona anterior-
mente comentados (33). Actualmente se está realizando su estudio
biológico por parte del equipo del Dr. A. V. Ferrer Montiel, en la U.
«Miguel Hernández» de Elche.
FIGURA 8. Compuestos tricícliclos que contienen los anillos C-E.
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